











Entwicklung und Progression ma-
ligner Tumoren gehen mit einer Ak-
kumulation genetischer Verände-
rungen einher [1]. Funktionsstörun-
gen von Onkogenen und Tumorsup-
pressorgenen beruhen oft auf struk-
turellen oder quantitativen Verände-
rungen der Desoxyribonukleinsäu-
re (DNS). Die Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierung (FISH) erlaubt die Dar-
stellung spezifischer DNS-Sequenzen 
in einzelnen Zellen und kann für die 
Quantifizierung von Chromosomen 
und Genen auf Einzelzellbasis ver-
wendet werden [17, 26].
Methode
Bei FISH-Untersuchungen werden DNS-
Zielsequenzen mit spezifischen Proben 
markiert und mittels Fluoreszenzfarbstof-
fen sichtbar gemacht. Zur Detektion chro-
mosomaler Aberrationen werden repeti-
tive Zentromerproben und zur Detekti-
on spezifischer chromosomaler Regionen 
lokusspezifische Proben eingesetzt. Allen 
FISH-Protokollen sind folgende elemen-
tare Schritte gemeinsam (. Abb. 1): Auf 
die Verdauung von zellulären Proteinen 
durch Proteasen folgt die Denaturierung 
der DNS. Dadurch öffnet sich der DNS-
Doppelstrang, worauf sich die markierte 
DNS-Sequenz der ebenfalls denaturierten 
FISH-Probe an die komplementäre Stel-
le im Chromosom anlagern kann. Über-
schüssige Proben werden nach der Hy-
bridisierung in einem Waschschritt ent-
fernt. Kommerzielle FISH-Proben sind 
direkt mit Fluoreszenzfarbstoff markiert, 
sodass kein zusätzlicher Detektionsschritt 
erforderlich ist. Die hybridisierten, fluo-
reszenzmarkierten DNS-Sequenzen wer-
den durch Licht geeigneter Wellenlängen 
unter Verwendung geeigneter Filter visu-
alisiert. Die Größe von FISH-Proben be-
wegt sich zwischen 30–40 und mehreren 
100 Kilobasen.
FISH-Untersuchungen werden nach 
Entfernung des Deckglases mit Xylol di-
rekt auf den zytologischen Präparaten 
durchgeführt. Konventionelle Ausstriche, 
Zytozentrifugenpräparate und Dünn-
schichpräparate (z. B. ThinPrep® oder Su-
rePath®) sind für FISH gleichermaßen ge-
eignet. FISH gelingt sowohl an luft- als 
auch an alkoholfixierten Präparaten. Un-
gefärbte Präparate können ebenso wie Pa-
panicolaou- oder May-Grünwald-Giem-
sa gefärbte Präparate verwendet werden. 
Vorgängig immunzytochemisch unter-
suchte Präparate können ebenfalls ohne 
Protokolländerung hybridisiert werden, 
sofern 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) 
als Chromogen verwendet wurde. Das 
Chromogen Diaminobenzidin (DAB) er-
zeugt hingegen eine nukleäre Autoflu-
oreszenz, welche die Auswertung er-
schwert. Die Verwendung von beschich-
teten Objektträgern ist ratsam. Durch die 
bessere Zellhaftung auf diesen Objektträ-
gern wird der Zellverlust infolge des Ab-
schwimmens von Zellgruppen im Verlauf 
der Vorbehandlung und Denaturierung 
deutlich vermindert.
Eine wichtige technische Vorausset-
zung für die FISH-Auswertung ist die 
Verfügbarkeit eines Fluoreszenzmikros-
kops mit adäquaten Fluoreszenzfiltern. In 
der diagnostischen Routinearbeit hat sich 
zudem ein automatischer Kreuztisch mit 
Relokalisationsmöglichkeit hervorragend 
bewährt. Dadurch lassen sich die Koordi-
naten individueller Zellen und Zellgrup-
pen in der konventionellen Färbung auf 
dem Präparat speichern, sodass dieselben 
Zellen nach Hybridisierung gezielt ausge-
wertet werden können. Diese Relokalisati-
on definierter Zellgruppen erleichtert zu-
dem die Zweitbeurteilung und die Diskus-
sion von FISH-Befunden am Fluoreszenz-
mikroskop.
Im diagnostischen Alltag gelingt die 
FISH-Untersuchung in über 95% der 
Fälle. Die Hybridisierbarkeit der zyto-
logischen Präparate nimmt allerdings 
mit zunehmender Archivierungszeit ab 
[20].
Befundung
Ein Vorteil zytologischer Präparate für 
die FISH-Untersuchung gegenüber histo-
logischen Schnittpräparaten liegt in den 
vollständig erhaltenen Zellkernen. An his-
tologischen Präparaten sind die Zellkerne 
durchgeschnitten, sodass nur ein Teil der 
zu untersuchenden DNS-Abschnitte vor-
liegt. Die Zahl der FISH-Signale liegt so-
mit tiefer als bei den intakten Zellkernen 
am zytologischen Material.
Normale Zellkerne sind diploid und 
enthalten jeweils 2 Kopien eines Chro-
mosoms und Gens. Auf Genomebene 
wird eine messbare Änderung des Chro-
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mosomengehalts als Aneuploidie bezeich-
net. Der Verlust eines der beiden Chro-
mosomen führt zu einer Monosomie und 
der Zugewinn eines bestimmten Chro-
mosoms zu einer Polysomie. Eine Polyso-
mie ist meist Ausdruck einer allgemeinen 
chromosomalen Instabilität, die bei Tu-
moren häufig vorkommt und deshalb di-
agnostisch genützt werden kann. Eine Po-
lysomie lässt jedoch nicht sicher auf eine 
Dysfunktion bestimmter Gene schließen. 
Verluste oder Zugewinne kurzer DNS-Se-
quenzen sind hingegen oft Ausdruck ei-
ner veränderten Genfunktion. Deletionen 
weisen auf den Verlust von Tumorsup-
pressorgenen hin, während Zugewinne 
von DNS-Sequenzen durch eine Erhö-
hung der „Gendosis“ typischerweise zur 
Aktivierung von (Onko-)Genen führen. 
Biologisch besonders relevant sind Gen-
amplifikationen. Für eine Amplifikation 
sollte die Anzahl der Gensignale mindes-
tens doppelt so hoch sein wie die Anzahl 
der Referenzsignale (Zentromerproben 
des entsprechenden Chromosoms).
Anwendungen in der Zytologie
Der Hauptvorteil der FISH-Untersuchung 
gegenüber Expressionsmarkern liegt dar-
in, dass chromosomale Aberrationen in 
Normalgewebe nur sehr selten vorkommen. 
Die Expression von Proteinen ist hingegen 
sowohl in Tumoren als auch im Normal-
gewebe meist variabel und abhängig vom 
zellulären Funktionszustand. Nachfolgend 
und in . Tab. 1 sind die nach unserer An-
sicht derzeit bedeutendsten FISH-Anwen-
dungen in der Zytologie dargestellt.
FISH in der Urinzytologie
Durch eine Mischprobe aus 4 unterschied-
lich fluoreszenzmarkierten FISH-Sonden 
(Chromosomen 3, 7, 17 und 9p21; UroVy-
sion, Abbott/Vysis Inc., Downer’s Grove) 
lässt sich die Sensitivität der Urinzytolo-
gie zum Nachweis urothelialer Tumoren 
deutlich verbessern [5, 4, 9, 28, 29].
Die 9p21-Deletion ist ein frühes zyto-
genetisches Ereignis bei der Entstehung 
von Urotheltumoren, das einer chromo-
somalen Instabilität mit Aneusomie vor-
ausgeht und häufig bei niedrigmalig-
nen urothelialen Tumoren beobachtet 
wird. . Abb. 2 a–c zeigt Zellen aus einer 
Harnblasenspülflüssigkeit mit einer hete-
rozygoten 9p21-Deletion. Ganz unabhän-
gig vom zytologischen Befund handelt es 
sich hier zweifellos um eine klonale Popu-
lation von Tumorzellen.
Ein Beispiel einer Tumorzelle mit multi-
plen Aberrationen ist in . Abb. 3 a, b dar-
gestellt. Bei den gefährlichen invasiven pT1- 
bis -4-Karzinomen erreicht der Test eine 
Sensitivität von 90–100% bei einer Spezi-
fität von über 95% [2, 4, 9]. Bei den nied-
rigmalignen (pTaG1/G2) Tumoren verbes-
sert FISH die Sensitivität der Zytologie von 
etwa 25 auf 60–75%. In der Nachsorge er-
laubt diese FISH-Untersuchung eine Aus-
sage über das Rezidivrisiko von Urotheltu-
moren, sodass sich zystoskopische Nach-
sorgeuntersuchungen individuell besser 
planen und bei Patienten mit geringem Ri-
siko auch einsparen lassen [28, 29]. Den 
größten Nutzen bietet FISH unserer Er-











































Neuroblastom 2p24.1 (N-MYC) Amplifikation Schlechtere Prognose, 
aggressivere Therapie
Multiples Myelom 13q14 (RB) Deletion Schlechtere Prognose










1 LSIL 2 Nein Nein
2 LSIL 19 Ja Ja
3 LSIL 25 Ja Nein
4 HSIL 1 Ja Ja
5 HSIL 18 Ja Ja
6 HSIL 25 Nein Nein
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, HPV humanes Papillomavirus, LSIL „low grade squamous intra-
epithelial lesion“, HSIL „high grade squamous intraepithelial lesion“.
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Urothelatypien, die sich mittels FISH meist 
klären lassen [8]. Bei einem eindeutig po-
sitiven Zytologiebefund ist FISH dagegen 
weitgehend überflüssig, da ohnehin mit 
einem positiven Resultat zu rechnen ist 
und die Diagnose eines High-grade-Uro-
thelkarzinoms rein morphologisch sicher-
gestellt werden kann.
Bei der FISH-Auswertung urozytolo-
gischer Präparate muss beachtet werden, 
dass nicht jede chromosomale Aberrati-
on einer Neoplasie gleichzusetzen ist. Ein 
tetraploides Muster mit jeweils 4 Kopien 
pro Sonde hat nicht dieselbe diagnosti-
sche Bedeutung wie unbalancierte Poly-
somien oder eine 9p21-Deletionen. Tetra-
ploide Zellen kommen gelegentlich auch 
in reaktiv veränderten Urothelien vor und 
liefern bei entsprechendem zytologischem 
Korrelat keinen Hinweis auf eine urotheli-
ale Neoplasie.
Eine Strahlentherapie führt im be-
strahlten Bereich zur dauerhaften Aneup-
loidie. Bei vorausgegangener Bestrahlung 
im kleinen Becken, z. B. wegen eines Pros-
tata- oder Zermixkarzinoms, lässt sich ein 
positives FISH-Resultat deshalb nicht ein-
deutig verwerten.
Trotz der überzeugenden Daten in der 
Literatur und der guten Erfahrungen in der 
Alltagsdiagnostik wird der relative Stellen-
wert der FISH im Vergleich zur zytolo-
gischen Untersuchung sowohl von Urolo-
gen als auch von Zytologen z. T. noch kon-
trovers diskutiert [15, 16]. Wir halten es für 
entscheidend, dass diese FISH-Untersu-
chung schon aus Kostengründen nicht un-
besehen, sondern gut indiziert und unter 
Berücksichtigung des Zytologiebefundes 
angewendet wird. Entsprechende diagnos-
tische Algorithmen mit Auswirkung auf 
die Verlaufsuntersuchungen und die The-
rapie von Patienten mit einer urothelialen 





profile lassen sich Karzinomzellen von 
mesothelialen Zellen gut unterscheiden. 
Zuverlässige Marker für die sichere Ab-
grenzung zwischen Mesotheliomzellen 
und reaktiven Mesothelien fehlen aber. 
Die affirmative Diagnose eines Mesothe-
lioms wird an Ergüssen deshalb nur sel-
ten gestellt. Maligne Mesotheliome zei-
gen häufig eine Deletion von 9p21 sowie 
eine Trisomie oder eine Polysomie von 
Chromosom 7 ([13, 23]; . Abb. 4 a–c). 
Diese Veränderungen wurden in norma-
len oder reaktiv veränderten Mesothelien 
bisher nicht beobachtet. Beide Aberrati-
onen, lassen sich mit dem bereits oben ge-
nannten FISH-Test (UroVysion, Abbott/
Vysis Inc., Downer’s Grove) gleichzeitig 
nachweisen. Nach eigenen bisherigen Er-
fahrungen können Mesotheliome mittels 
dieses FISH-Tests am zytologischen Prä-
parat zuverlässig diagnostiziert werden.
Mehrfach-FISH  
an lungenzytologischen Präparaten
Analog zum Mehrfach-FISH-Test am Urin 
lässt sich die Probenkombination für die 
Chromosomen 5p15, 6, 7p12 und 8q24 (LA 
Vysion, Abbott/Vysis Inc., Downer’s Gro-
ve) für eine verbesserte Diagnostik in lun-
genzytologischen Präparaten verwenden. 
In peripheren, nichtkleinzelligen Lungen-
karzinomen kann die FISH die Sensitivität 
der Bürstenzytologie deutlich von 49–51% 
auf 71–79% erhöhen [6, 10]. Allerdings ist 
die Sensitivität in einer solchen Situation 
nach wie vor unbefriedigend, zumal der 
Zugewinn mit einem Spezifitätsverlust 
von 100% auf 83–87% erkauft wird.
Die interessanteste diagnostische 
FISH-Anwendung in der Lungenzytolo-
gie liegt in der Abklärung unklarer Lun-
genzytologien [20]. Beim Fehlen chro-
mosomaler Aberrationen handelt es sich 
mit hoher Wahrscheinlichkeit lediglich 
um regeneratorisch veränderte Epithelien 
und nicht um Karzinomzellen, sodass je 
nach klinischer Gesamtsituation eine ab-
wartende Haltung mit Nachkontrolle ver-
tretbar ist. Im Falle von chromosomalen 
Aberrationen sollte hingegen ohne Zeit-
verlust eine morphologische Diagnose 
erzwungen werden (. Abb. 5 a–c).
Translokationsnachweis in der 
Lymphom- und Sarkomdiagnostik
Translokationen sind ein wichtiger zyto-
genetischer Mechanismus für die Entste-
hung von Lymphomen und Sarkomen. 
Dabei verlagern sich Gene oder Teile von 
(Onko-)Genen nach Chromosomenbrü-
chen in die ummittelbare Nähe eines an-
deren Gens auf einem anderen Chromo-
som. Dadurch kommt es zur Aktivierung 
und Überexpression des translozierten 
(Onko-)Gens oder zur Bildung eines neu-
en Fusionsgens. Der Nachweis von Trans-
lokationen wird für die Diagnose und ge-
naue Klassifikation von Lymphomen ge-
nutzt [24]. Ein klassisches Beispiel ist die 
Translokation des BCL2-Gens von Chro-
mosom 14 hin zum konstitutionell aktiven 
IgH-Gen auf Chromosom 18, was zu einer 
Überexpression von BCL2 führt. Eine sol-
che t(14;18)(q24;q32) findet sich in etwa 
80% der follikulären Lymphome.
Wegen ihrer höheren Sensitivät hat 
FISH die Polymerasekettenreaktion 
(PCR) für den Translokationsnachweis 
vielerorts ersetzt. Für den Translokations-
nachweis reicht meist eine einfach aus-
wertbare „Splitprobe“ („Break-apart-Pro-


















Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Eine neue 





























Fluorescence in situ hybridization. A new 




























die mit 2 Fluoreszenzfarben markier-
te Genprobe auseinander, sodass neben 
einem normalen doppelfarbigen Signal, 
2 Signale in den beiden Einzelfarben ent-
stehen (. Abb. 6 a, b). Die Identifikation 
des Partnergens der Translokation ist oft 
zweitrangig, kann bei Bedarf aber durch 
Fusionsproben erreicht werden.
Die Möglichkeit, spezifische Translo-
kationen mittel FISH an zytologischen 
Präparaten nachzuweisen, stellt einen di-
agnostischen Quantensprung für die zyto-
logische Lymphomdiagnostik dar. Trans-
lokationen sind allerdings nicht abso-
lut spezifisch für bestimmte Lymphom-
typen und kommen nicht bei allen Lym-
phomen vor [24]. Die Zytologie kann eine 
histologische Aufarbeitung deshalb nach 
wie vor nur in Ausnahmefällen ersetzen. 
Spezifische Translokationen bei Sarko-




Eine Amplifikation von HER2 auf 17q11 
findet sich in 20–25% der Mammakarzi-
nome und ist mit einer ungünstigen Pro-
gnose assoziiert, lässt sich aber thera-
peutisch nutzen (. Abb. 7). Mamma-
karzinome mit einer HER2-Amplifikati-
on sprechen im Gegensatz zu solchen oh-
ne HER2-Amplifikation oft auf eine spe-
zifische Therapie mit dem Antikörper 
Trastuzumab (Herceptin®) an, der direkt 
gegen das HER2-Protein gerichtet ist [19, 
27]. Die Bestimmung des HER2-Status ist 
deshalb bei allen Patientinnen mit einem 
Mammakarzinom zum Standard gewor-
den. Da die FISH-Untersuchung zuver-
lässiger als die immunzytochemische Er-
fassung der Proteinexpression ist und kein 
standardisierter immunzytochemischer 
Test für zytologische Präparate zur Verfü-
gung steht, sollte der HER2-Status in der 
Zytologie mittels FISH bestimmt werden 
[18].
Gynäkologische Vorsorgezytologie
Dyplasien und Karzinome der Zervix zei-
gen häufig Polysomien und chromoso-
menspezifische Veränderungen. Von be-
sonderer Bedeutung sind MYC auf 8q24 































ner erhöhten Genkopiezahl dieser 2 Ge-
ne nimmt mit zunehmendem Schwere-
grad der Dysplasie bis hin zum invasiven 
Karzinom zu [11, 30]. Die Integration von 
viraler DNS ist ein biologisches Schlüs-
selereignis für die Progression von zervi-
kalen Neoplasien, da sie u. a. die Entste-
hung von chromosomalen Aberrationen 
begünstigt [12].
Vor kurzem wurde ein FISH-Test mit 
Sonden gegen High-risk-humane-Papil-
lomaviren-(HPV-)DNS, MYC und TERC 
entwickelt (Abbott/Vysis). Mit diesem 
Sondencocktail lassen sich HPV-positive 
Zellen identifizieren, der HPV-Integrati-
onsstatus in das Genom und gleichzeitig 
auch die Genkopien von TERC und MYC 
in diesen Zellen bestimmen (. Abb. 8 a–
d). Diese molekulargenetischen Informa-
tionen könnten eine bessere Vorhersa-
ge des Progressionsrisikos bei individu-
ellen Patientinnen ermöglichen. Zellen 
mit HPV-Integration (punktförmige Si-
gnale) bei gleichzeitig erhöhter Genkopie-
zahl von TERC und/oder MYC sind wahr-
scheinlich gefährlich und somit therapie-
bedürftig. Bei fehlender HPV-Integrati-
on (diffuse Signale) und unverändertem 
TERC/MYC liegt wahrscheinlich eine un-
gefährliche Läsion vor. Diese Hypothe-
se muss allerdings noch in Studien be-
stätigt werden. Die Resultate unserer Pi-
lotuntersuchung an Dünnschichtpräpa-
raten sind in . Tab. 2 dargestellt. Dabei 
zeigt sich, dass die „gefährliche“ HPV-In-
tegration in Form von punktförmigen Si-
gnalen und die Genvermehrungen sowohl 
bei LSIL („low grade squamous intraepi-
thelial lesion“) als auch bei HSIL („high 




Das Ansprechen von nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinomen auf eine zielgerichte-
te Therapie mit Tyrosinkinasehemmern 
gegen den „epidermal growth factor re-
ceptor“ (EGFR) ist mit Veränderungen 
des EGFR-Gens assoziiert [22]. Der Nach-
weis von EGFR-Mutationen gilt dabei als 
wichtiger prädiktiver Marker. Außerdem 
wurde gezeigt, dass auch eine „hohe Po-
lysomie“ oder eine Amplifikation des EG-
FR-Gens einen prädiktiven Wert besitzt. 
Die relative Bedeutung dieser beiden Ver-
änderungen wird derzeit noch kontro-
vers diskutiert. Es ist aber denkbar, dass 
die Untersuchung der EGFR-Gen-Kopie-
zahl bei gewissen nichtkleinzelligen Lun-
genkarzinomen im Rahmen der Thera-
pieplanung künftig gefordert wird. Als 
Kriterien für ein positives FISH-Resul-
tat gilt gegenwärtig der Nachweis einer so 
genannten „hohen Polysomie“ (≥4 Gensi-
gnale in ≥40% der Tumorzellen) oder ei-
ner Amplifikation (≥2-mal mehr Gensi-
gnale als Chromosomensignale oder ≥15 
Gensignale in ≥10% der untersuchten Tu-
morzellen; [7]).
Diese Kriterien wurden jedoch an his-
tologischen Präparaten aus Therapiestu-
dien etabliert. Nach eigenen noch unver-
öffentlichten Untersuchungen können 
diese Kriterien nicht unbesehen auf zy-
tologische Präparate übertragen werden. 
Die Zellkerne in zytologischen Präpara-
ten sind intakt und enthalten immer al-
le Genkopien, während ein Teil der Zell-
kerne und Gene am histologischen Prä-
parat weggeschnitten ist. Der Anteil von 
„hoher Polysomie“ ist in zytologischen 
Präparaten deshalb naturgemäß deutlich 
höher als in entsprechenden Gewebe-
schnitten, was im Vergleich zu den histo-
logischen Präparaten zu falsch-positiven 
Resultaten führt.
Bei High-grade-Gliomen und vor 
allem Oligodendrogliomen spricht eine 
1p- und 19q-Deletionen für ein gutes An-
sprechen auf Chemotherapie und für ein 
verlängertes Patientenüberleben [14]. Di-
ese Veränderung lässt sich bevorzugt mit-
tels FISH auf zytologischen Abklatschprä-
paraten nachweisen [21].
Eine wichtige Rolle könnte künftig 





















gie auch in der Nachkontrolle von Pati-
enten mit einem Barrett-Ösophagus spie-
len, wo eine sichere Unterscheidung zwi-
schen Dysplasie und reaktiven Zellverän-
derungen sowohl histologisch als auch zy-
tologisch oftmals schwierig ist [3].
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